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(57) Abstract 

Therapeutic agents constituted by or containing antagonists or partial antagonists of human interleukin-4, hIL-4 mutant 
proteins and a process for producing the same are disclosed. 

(57) Zosammenfassung 

Die Erfindung betrifft therapeutische Mittel, die Antagonisten oder partielle Antagonisten des humanen Interleukin 4 sind 
oder diese enthalten, hIL-4-Mutantenproteine sowie Verfahren zu deren Herstellung. 
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MENSCHLICHE IL-4 MUTANTENPROTEINE 



Br.,f Beveikerungsschichten leiden heute an Allergien. Die zu- 
nehmende Luftverschmutzung und die zunehmende Zahl an diffus in 
der Umwelt vorhandenen, a! lergieauslosenden Substanzen last er- 
warten, da B die Zahl der Erkrankungen, insbesondere bei Kindern 
m Zukunft noch weiter steigen wird. Deshalb ist es dringend 
notwend lg , Medikamente zu entwickeln, die in den Ablauf aller- 
gischer Prozesse eingreifen kfinnen. 

Humanes Interleukin-4 (hIL-4) ist eines unter den zahlreichen 
Cytokinen, d.e die Proliferation, die Reifung, das Oberleben und 
und kl enZ1S T lymPh ° ider Und Fischer Zellen induzieren 
ierten X? 1eren , 3K InSbSSO " d ^ e ^ "L-4 an der lg E - me di- 
lerten I«unr.akt,on beteiligt und beschleunigt direkt die 
Proliferation von Thymocyten und aktivierten T-Zellen. Man 
konnte ein hochaffines IL-4-Rezeptorprotein mit Mr 140 000 
ident^izieren, welches gemaS seiner cDNA-Sequenz aus 800 Amino- 
saureresten besteht (4). oieses gehart zu einer karzlich be 
schr n ebenen Gruppe von Rezeptoren, die .an als Hamatopoietin-Re- 
zeptor-Superfamilie bezeichnet (5). 

Die Aminosauresequenz des reifen IL-4 besteht aus 129 Resten 
wenn *an die klonierte cONA (6) zugrundelegt . Die cDNA ist in E 

ka n : 8 ^ ^ 9XPrimiert WOrde "- AUS Ouellen 
neT w ::de°: b,nanteS ^ mU h ° her bi0,09i — — -on- 
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Die Rolle des Interleukin 4 bei allergischen Prozessen last hof- 
fen, daB Substanzen, die Interleukin-4-vermittelte Prozesse in- 
hibieren Oder mit dem hIL-4 konkurrieren, die krankheitsauslo- 
sende Reaktionskette unterbrechen. 

Es ist deshalb Aufgabe der Erfindung, therapeutische Mittel zur 
VerfQgung zu stellen, deren aktive Bestandteile Antagonisten 
Oder partielle Agonisten des menschlichen Interleukins 4 sind. 

In jGngster Zeit ist bereits ein monoclonaler Antikorper bekannt 
geworden, der gegenQber dem menschlichen Interleukin-4 antago- 
nistische Eigenschaften aufweist (10). Dieser AntikQrper enthait 
ein Fab-Fragment und wird von einer Mensch-Mensch-Hybridomazell- 
linie produziert. Auch eine Hybridomazell inie aus Milzzellen ei- 
ner gegen (nicht-)glycosyl iertes menschliches IL-4 immunisierten 
Ratte produziert monoclonale AntikSrpergen hIL-4 (t1). 

Die gestellte Aufgabe wurde vorliegend erf indungsgemafl dadurch 
gelost, daS therapeutische Mittel bereitgestel 1 t werden, die 
Antagonisten Oder partielle Agonisten des hIL-4 sind oder diese 
enthalten und dadurch gekennzeichnet sind, daB die Antagonisten 
Oder partiellen Agonisten hIL-4-Mutantenproteine sind. Die Wahl 
der erf indungsgemaSen therapeutischen Mittel hat den Vorteil, 
da3 durch "genetic engineering" gezielt Proteine hergestellt 
werden konnen, die durch ihre Ahnlichkeit mit dem Wildtyp hIL-4 
mit diesem in Konkurrenz bei der Besetzung des hIl-4-Rezeptors 
treten. 

Es ist weiterhin Aufgabe der Erfindung, hIL-4-Mutantenproteine 
sowie Verfahren zur deren Herstellung bereitzustellen. 

hIL-4 last sich als rekombinates Protein (rhIL-4) gentechnolo- 
gisch, z. B. in E. coli, erzeugen. Das dabei gebildete Protein 
liSt sich solubilisieren, renaturieren und isolieren. Das rHIL-4 
b sitzt dann eine hohe spezifische biologische Aktivitat, die z. 
B. durch Messung d r DNA-Synthese/Prol if ration von aktivierten 
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T-Zellen oder der CD23 Expr ssion von aktivierten B-Zellen be- 
stimmt werden kann (siehe z. B. Kruse, N. et al . (1991) FEBS 
Lett. 22§_l 58-60; Kikutani, H. et al . (1986) Cell 47_. 657-665). 

ErfindungsgemaS wurde nun ein Verfahren konzipiert, mit dem sich 
Mutantenproteine des hIL-4-Wi ldtyps produzieren lassen, welche 
die Eigenschaften von hIL-4 Antagonisten oder partiellen hIL-4 
Agonisten besitzen. Besonders die Antagonisten des hIL-4 bieten 
die Moglichkeit, spezifisch die Wirkung des hIL-4 zu hemmen. 
Dazu wird 



- cDNA, die einen DNA-Bereich umfaet, der den maturen Bereich 
von hIL-4 kodiert, einer gezielten 01 igonucleotid-Mutagenese 
(site-directed mutagenesis) derart unterworfen, daS an der 
oder den gewunschten Position(en) eine ausgewahlte andere der 
moglichen naturlichen Aminosauren exprimiert wird, oder durch 
ein Stop-Kodon ein Abbruch der Polypeptidkette erzeugt wird, 

- der DNA-Bereich, der den mutierten maturen Bereich von hIL-4 
kodiert, in einen Express ionsvektor integriert, 

- der gebildete Hybrid-Vektor in E. coli eingesetzt und 

- das hIL-4-Mutantenprotein exprimiert und gegebenenf al Is iso- 
liert. 



Zur Beschaffung von cDNA, die einen DNA-Bereich umfaBt, der den 
maturen Bereich von hIL-4 kodiert, oder die den maturen Bereich 
von hIl-4 kodiert, wird auf (6) und die dort angefiihrte Litera- 
tur verwiesen. Im vorliegenden Zusammenhang werden unter " cDNA , 
die den maturen Bereich von hIL-4 kodiert" auch cDNAs verstan- 
den, die bei etwa gleicher Anzahl von Basenpaaren Mutanten der 
konkret im genannten Stand der Technik angegebenen cDNA darstel- 
len, sbfern die damit vorzusehenden hIL-4-Muteine ebenfalls 
Antagonisten oder partielle Agonisten sind. 
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Hinsichtlich der Durchnumerierung des den maturen Bereich von 
hIL-4 kodierenden DNA-Bereichs wird hier Garr, C. et al . 
(Biochemistry (1991) 3fl, 1515-1523) gefolgt. 

cDNA, die den maturen Bereich von hIL-4 kodiert, kann durch das 
Ausschneiden eines EcoRV/BamHI-Fragment aus einer gentechnolo- 
gisch hergestellten cDNA (z. B. von Britisch Bio-Technology 
Ltd., Oxford, England) gewonnen werden. Oas DNA-Fragment wird 
unter Zusat2 von synthetischen 01 igonucleotiden, z.B. 
5 f -CATGCACAAGTGCGAT und 5 * -ATCGCACTTGTG , we 1 che die ersten 4 
Aminosaure-Kodons von Interleukin-4 und zusatzlich das Kodon fQr 
das Start-Methionin enthalten, zwischen einen Express ions vektor 
integriert, beispielsweise zwischen die Ncol- und BamHI-Schnitt- 
stellen des Expressionsvektors R TS pRC 109 (12). 

Die site-directed-mutagenesis kann gemas Kramer et al. durchge- 
fQhrt werden (Nucleic Acids Research (1984) 1£, 9441-9455; Cell 

(1984) 2&, 879-887; und Boehringer-Mannheim-Prospekt, Bio- 
chemicals for Molecular Biology (1987) 35 etc., siehe auch (12). 
Oas zur Mutagenese verwendete 01 igonucleotid kann etwa 6 bis 10 
Basen vor und etwa 6 bis 10 Basen hinter der (den) zu andernden 
Base(n) en thai ten. 

Oer Fachmann ist auch mit dem Herausschneiden des den mutierten 
maturen Bereich von hIL-4 kodierenden DNA-Bereichs aus dem Vek- 
tor, dem Oberftihren in einen Express ions vektor, dem Einsetzen in 
E. coli sowie dem Exprimieren des hIL-4-Mutantenproteins und ih- 
rer fakultativen Isolierung vertraut (McCarthy et al . ; Gene 
(1986) 41, 201-206; Kato et al . ; Biochem. Biophys. Res. Commun 

(1985) 130 . 692-699), wobei Modif ikationen (12) mflglich sind. 

GemaB einer speziellen AusfOhrungsf orm des erf i ndungsgemaBen 
Verfahrens baut man in die cDNA, die den DNA-Bereich umfaSt, der 
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den maturen Bereich von hIL-4 kodiert, DNA for in Initiator-Me- 
thionin ein, bevor man die gezielte 01 igonucleotidmutagenese 
durchfQhrt. 

GemaQ einer weiteren speziellen Ausf Qhrungsform kann man den 
DNA-Bereich, der den mutierten maturen Bereich von hIL-4 ko- 
diert, aus der cDNA-Mutante als NcoI/BamHI-Fragment heraus- 
schneiden. 

Vorzugsweise verwendet man far die Expression einen temperatur- 
regulierten Express ionsvektor, beispielsweise pILA502 (ohne 
linksstandigen lambda- Promotor und Polyl inker) und/oder einen 
gangigen E. coli-Stamm als Host, beispielsweise JM103 (recA-). 
FQr pILA502 vergleiche man Schauder et al. (Gene (1987) 52, 279- 
283). Weitere geeignete Express ionsverf ahren lassen sich von 
Pharmacia beziehen ( "Prokaryotic Gene Fusion Vektors" ). Der E. 
coll Stamm JM103 last sich g lei onfalls von Pharmacia beziehen. 

GemaB einer weiteren AusfQhrungsform betrifft die Erfindung eine 
hIL-4-Mutante des Wildtyps, bei der im Bereich der Position 124 
Tyr gegen Asp ausgetauscht ist. 

Nachstehend wird die Erfindung durch zwei Beispiele naher erlau- 
tert. 



Beispial 1 

Es wurde cDNA , die den maturen Bereich von hIL-4 und ein Initia- 
tor-Methionin kodierte, einer gezielten 01 igonucleotid-Mutage- 
nese gemaB Kramer et al . unterworfen. Das synthetische Oligo- 
nucleotid umfaBte 6 Basen vor und nach dem auszutauschenden 
Nucleotid und war mit Hilfe einer DNA-Synthese-Masch1ne herge- 
stellt worden (Applied Biosystems, Model 1 380). Die auszutau- 
schend Stelle war Position 124 im C-terminal n, wahrscheinl ich 
a-helicalen B reich (Positionen 110 bis 129). Dab i wurde Tyr 
g gen Gly ausgetauscht. Die erhaltene Mutation wurde durch DNA- 
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Sequenzanalys inzelstrangig r Bakt riophagen-DNA verifizi rt. 
Die mutierte cDNA wurde als NcoI/BamHI-Fragment aus der doppel- 
strangigen viralen DNA herausgeschnitten und mit einem tempera- 
turregulierten Expressionsvektor kombiniert, der pILA502 mit der 
Ausnahme entsprach, dafl der linksstandige lambda-Promotor und 
der Polyl inker fehlten. Als Host wurde ein recA- Derivat des E. 
col i-Stammes JM103 verwendet. Die integrierte hIL-4-cDNA wurde 
sequenziert, urn die Mutation zu bestatigen. Danach wurde der 
Stamm fur die Expression des Muteins eingesetzt. 

Nach Expression und Isolierung zeigte sich, daS das Mutein 
(Y124G) mit unverSnderter Affinitat an den Rezeptor fQr hIL-4 
bindet. Die maximal induzierbare Proliferation von aktivierten 
peripheren T-Zellen betrSgt jedoch nur 10 - 20 % der durch hlL- 
4-Wildtyp induzierbaren Proliferation. Dies zeigt, dafl Mutein 
Y124G die Eigenschaften sines parti ell en Agonisten besitzt. 

B9i?Pi?l 2 

Es wurde Beispiel 1 mit der Ausnahme wiederholt, daB bei der 
Position 124 Asp statt Tyr exprimiert wurde. Das isolierte 
Mutein Y124D zeigt sogar bei einer 1 uM Konzentrati on keine 
Aktivittt gegen aktivierte periphere T-Zellen. Es hemmt jedoch 
die Aktivitat des hIL-4-Wildtyps mit einer Hemmkonstante von 
etwa 600 pM. Dies zeigt, daB Mutein Y124D die Eigenschaften 
eines Antagonisten hat. Mutein Y124D hat eine kleine Restaktivi- 
tat bei der Induktion von CD23 auf aktivierte B-Zellen. Die 
maximal erreichbare Induktion betragt jedoch nur ca. 5 % der 
durch hIL-4-Wildtyp erreichbaren Induktion. Die Aktivitat des 
hIL-4-Wildtyp wird in diesem System durch Mutein Y124D mit einer 
Hemmkonstante Ki von etwa 800 pM gehemmt. Mutein Y124D hat in 
dem B-Zell-System also die Eigenschaften eines sehr schwachen 
Agonisten. 
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Beispi 1 3 

Es wurde Beispiel 1 mit der Ausnahme wiederholt, daG bei der 
Position 121 Asp statt Arg exprimiert wurde. Das isolierte 
Mutein zeigte sine unveranderte Bindung an den hIL-4 Rezeptor. 
Die maximal induzierbare Proliferation von aktivierten periphe- 
ren T-Zellen betrug jedoch nur etwa 30 % der durch hIL-4-Wi ldtyp 
induzierbaren Proliferation. Dies zeigt, daQ Mutein R 121 D die 
Eigenschaften eines partiellen Agonisten besitzt. 



Beispiel A 



Es wurde Beispiel 1 mit der Ausnahme wiederholte, daB bei der 
Position 125 Asp statt Ser exprimiert wurde. Das isolierte 
Mutein S 125 D band mit unveranderter Affinitat an den Rezeptor 
fur hIL-4. Die maximal induzierbare Proliferation von aktivier- 
ten peripheren T-Zellen betragt jedoch nur etwa 35 % der durch 
hIL-4-Wi ldtyp induzierbaren Proliferation. 
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PATENTANSPROCHE 

1. Therapeutische Mittel, die Antagonisten Oder partielle Ago- 
nisten des hIL-4 sind Oder diese enthalten, dadurch gekennzeich- 
net, daS die Antagonisten Oder parti ell en Agonisten hIL-4-Mutan- 
tenproteine sind. 

2. Therapeutische Mittel nach Anspruch 1, dadurch gekennzeich- 
net, daS in den hIL-4-Mutantenproteinen an einer oder mehreren 
der Positionen 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127 Oder 128 
die dort natGrl icherweise im Wildtyp auftretende(n) Amino- 
saure(n) gegen eine bzw. mehrere andere der mSglichen natiirli- 
chen Aminosauren ausgetauscht ist oder die Polypeptidkette ab- 
bricht. 

3. Therapeutische Mittel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net f daS in den hIL-4-Mutantenproteinen an Position 124 die dort 
natOrl icherweise auftretende Aminosaure Tyrosin gegen eine an- 
dere der mog lichen natur lichen Aminosauren ausgetauscht ist. 

4. Therapeutische Mittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
nety daS an Position 124 Tyrosin gegen Asparaginsfcure oder gegen 
GTycin ausgetauscht ist. 

5. hIL-4-Mutantenproteine, dadurch gekennzeichnet, daS an einer 
oder mehreren der Positionen 120, 121, 122, 123, 125, 126, 127 
oder 128 und fakultativ zusatzlich an Position 124 die dort 
natQrl icherweise auftretende(n) Aminos^ure(n) gegen eine andere 
der maglichen naturlichen Aminosauren ausgetauscht ist oder die 
Polypeptidkette abbricht. 

6. hIL-4-Mutantenproteine, dadurch gekennzeichnet, dafl an Po- 
sition 124 die dort naturlich rweise auftretend AminosSure Ty- 
rosin g g n eine andere der moglichen natQrlich n Aminosauren, 
mit Ausnahm von Asparagi nsaure , ausgetauscht ist. 
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7. hIL-4-Mutantenprotein nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
net, daB Tyrosin gegen Glycin ausgetauscht ist. 

8. Verfahren zum Herstellen von h I L-4-Mutant enp rote inen nach ei- 
nem der AnsprQche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB man 

- cDNA, die einen DNA-Bereich umfaflt, der den maturen Bereich 
von hIL-4 kodiert, einer gezielten Oligonucleotid-Mutagenese 
(site-directed-mutagenisis) derart unterwirft, dafl an der oder 
den gewQnschten Position(en) eine ausgewahlte andere der m5g- 
lichen natQrlichen Aminosauren exprimiert w.ird, 

- den DNA-Bereich, der den mutierten maturen Bereich von hIL-4 
kodiert, in einen Expressionsvektor einsetzt, 

- den gebildeten Hybrid-Vektor in E. coli, Hefe oder einer ande- 
ren Eucaryontenzelle einfOhrt und 

- die hIL-4-Mutantenproteine exprimiert und gegebenenfalls iso- 
liert. 

9. Verfahren nach Anspruch 8 f dadurch gekennzeichnet, daB man in 
die cDNA, die den DNA-Bereich umfaflt, der den maturen Bereich 
von hiL-4 kodiert, DNA fQr ein Initiator-Methionin einbaut, be- 
vor man die gezielte Oligonucleotid-Mutagenese durchfQhrt. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 Oder 9, dadurch gekennzeichnet, 
daB man den DNA-Bereich, der den mutierten maturen Bereich von 
hIL-4 kodiert, aus dem Vektor als NcoI/BamH I- Fragment heraus- 
schneidet. 

11. Verfahren nach einem der AnsprQche 8 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man einen temperatur-regulierten Ex- 
pressionsvektor, beispielsweise pILA 502 (ohne 1 inksstandigen 
lambda-Promotor und Poly! inker) und/oder den modif izierten E. 
coli Stamm JM103 (recA-) als Host verwendet. 
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MENSCHLICHE IL-4 MUTANTENPROTEINE 



Breite Bevolkerungsschichten leiden heute an Aliergien. Die zu- 
nehmende Luftverschmutzung und die zunehmende Zahl an diffus in 
der Umwelt vorhandenen, allergieauslosenden Substanzen last er- 
warten, daB die Zahl der Erkrankungen, insbesondere bei Kindern, 
in Zukunft noch weiter steigen wird. Oeshalb ist es dringend 
notwendig, Medikamente zu entwickeln, die in den Ablauf aller- 
gischer Prozesse eingreifen kfinnen. 

Humanes lnterleukin-4 (hIL-4) ist eines unter den zahlreichen 
Cytokinen, die die Proliferation, die Reifung, das Oberleben und 
die Differenzierung lymphoider und myeloischer Zellen induzieren 
und koodinieren (1-3). Insbesondere' ist hIL-4 an der IgE-medi- 
ierten Immunreaktion beteiligt und beschleunigt direkt die 
Proliferation von Thymocyten und aktivierten T-Zellen. Man 
konnte ein hochaffines IL-4-Rezeotorprotein mit Mr 140 000 
identifizieren, welches gemaQ seiner cONA-Sequenz aus 800 Amino- 
saureresten besteht (4). Dieses gehort zu einer kQrzlich be- 
schriebenen Gruppe von Rezeptoren, die man als Hamatopoietin-Re- 
zeptor-Superfamilie bezeichnet (5). 

Die Aminosauresequenz des reifen IL-4 besteht aus 129 Resten, 
wenn man die klonierte cDNA (6) zugrundelegt . Die cDNA ist in E 
coli (7, 8) und Hefe (9) exprimiert worden. Aus diesen Quellen 
kann rekombinantes IL-4 mit hoher biologischer Aktivitat gewon- 
nen werden. 
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Die Rolle des Interleukin 4 bei allergischen Prozessen last hof- 
fen, da0 Substanzen, die Interleukin-4-vermittelte Prozesse in- 
hibieren oder mit dem hIL-4 konkurrieren, die krankheitsauslo- 
sende Reaktionskette unterbrechen. 

Es ist deshalb Aufgabe der Erfindung, therapeutische Mittel zur 
VerfQgung zu stellen, deren aktive Bestandteile Antagonisten 
Oder partielle Agonisten des menschlichen Interleukins 4 sind. 

In jQngster Zeit ist bereits ein monoclonaler Antikorper bekannt 
geworden, der gegenQber dem menschlichen Interleukin-4 antago- 
nistische Eigenschaften aufweist (10). Dieser AntikGrper enthait 
ein Fab-Fragment und wird von einer Mensch-Mensch-Hybridomazell- 
linie produziert. Auch eine Hybridomazellinie aus Milzzellen ei- 
ner gegen (nicht-)glycosyl iertes menschl iches IL-4 immunisierten 
Ratte produziert monoclonale AntikSrpergen hIL-4 (11). 

Die gestellte Aufgabe wurde vorliegend erf indungsgemas dadurch 
gelost, daS therapeutische Mittel bereitgestel 1 t werden, die 
Antagonisten Oder partielle Agonisten des hIL-4 sind oder diese 
enthalten und dadurch gekennzeichnet sind, daS die Antagonisten 
oder partiellen Agonisten hIL-4-Mutantenproteine sind. Die Wahl 
der erf indungsgemaflen therapeutischen Mittel hat den Vorteil, 
daS durch "genetic engineering" gezielt Proteine hergestellt 
werden konnen, die durch ihre Ahnlichkeit mit dem Wildtyp hIL-4 
mit diesem in Konkurrenz bei der Besetzung des hIl-4-Rezeptors 
treten . 

Es ist weiterhin Aufgabe der Erfindung, hIL-4-Mutantenproteine 
sowie Verfahren zur deren Herstellung bereitzustellen. 

hIL-4 last sich als rekombinates Protein (rhIL-4) gentechnolo- 
gisch, z. B. in E. coli, erzeugen. Das dabei gebildete Protein 
last sich solubilisieren, renaturieren und isolieren. Das rHIL-4 
b sitzt dann eine hoh sp zifische biologisch Aktivitat, die z. 
B. durch Messung der DMA-Synth se/Prolif ration von aktivierten 
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T-Zell n Oder der CD23 Expr ssion von aktivierten B-Zellen be- 
stimmt warden kann (siehe z: B. Kruse, N. et al . (1991) FEBS 
Lett. 23Lx. 58-60; Kikutani, H. et al . (1986) Cell 47^ 657-665). 

ErfindungsgemaQ wurde nun ein Verfahren konzipiert, mit dem sich 
Mutantenproteine des hIL-4-Wi ldtyps produzieren lassen, welche 
die Eigenschaften von hIL-4 Antagonisten oder partiellen hIL-4 
Agonisten besitzen. Besonders die Antagonisten des hIL-4 bieten 
die MSglichkeit, spezifisch die Wirkung des hIL-4 zu hemmen. 
Oazu wird 



- cDNA, die einen DNA-Bereich umfaSt, der den maturen Bereich 
von hIL-4 kodiert, einer gezielten 01 igonucleotid-Mutagenese 
(site-directed mutagenesis) derart unterworfen, da(3 an der 
Oder den gewQnschten Position(en) eine ausgewahlte andere der 
m6glichen natQrlichen Aminosauren exprimiert wird, oder durch 
ein Stop-Kodon ein Abbruch der Polypeptidkette erzeugt wird, 

- der DNA-Bereich, der den mutierten maturen Bereich von hIL-4 
kodiert, in einen Express ionsvektor integriert, 

- der gebildete Hybrid-Vektor in E. coli eingesetzt und 

- das hIL-4-Mutantenprotein exprimiert und gegebenenfal Is iso- 
1 iert. 

Zur Beschaffung von cDNA, die einen DNA-Bereich umfaSt, der den 
maturen Bereich von hIL-4 kodiert, oder die den maturen Bereich 
von hIl-4 kodiert, wird auf (6) und die dort angefuhrte Litera- 
tur verwiesen. Im vorliegenden Zusammenhang werden unter " cDNA , 
die den maturen Bereich von hIL-4 kodiert" auch cDNAs verstan-' 
den, die bei etwa gleicher Anzahl von Basenpaaren Mutanten der 
konkret im genannten stand der Technik angegebenen cDNA darstel- 
len, sofern die damit vorzusehenden hIL-4-Muteine ebenfalls 
Antagonisten oder partielle Agonisten sind. 
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Hinsichtlich dor Durchnumerierung des den maturen Bereich von 
hIL-4 kodierenden DNA-Bereichs wird hier Garr, C. et al . 
(Biochemistry (1991) 3fl, 1515-1523) gefolgt. 

cDNA, die den maturen Bereich von hIL-4 kodiert, kann durch das 
Ausschneiden eines EcoRV/BamHI-Fragment aus einer gentechnolo- 
gisch hergestellten cDNA (z. B. von Britisch Bio-Technology 
Ltd., Oxford, England) gewonnen werden. Das DNA-Fragment wird 
unter Zusatz von synthetischen Oligonucleotide^ z.B. 
5 * -CATGCACAAGTGCGAT und 5 ' -ATCGCACTTGTG , we 1 che die ersten 4 
Aminosaure-Kodons von Inter! eukin-4. und zusatzlich das Kodon fQr 
das Start-Methionin enthalten, zwischen einen Expressionsvektor 
integriert, beispielsweise zwischen die Ncol- und BamHI-Schnitt- 
stellen des Exp ressionsvek tors R T3 pRC 109 (12). 

Die site-directed-mutagenesis kann gemfiS Kramer et al . durchge- 
fQhrt werden (Nucleic Acids Research (1984) Jj£, 9441-9455; Cell 

(1984) 2&, 879-887; und Boehringer-Mannheim-Prospekt , Bio- 
chemicals for Molecular Biology (1987) 35 etc., siehe auch (12). 
Das zur Mutagenese verwendete 01 igonucleotid kann etwa 6 bis 10 
Basen vor und etwa 6 bis 10 Basen hinter der (den) zu andernden 
Base(n) enthalten. 

Der Fachmann ist auch mit dem Herausschneiden des den mutierten 
maturen Bereich von hIL-4 kodierenden DNA-Bereichs aus dem Vek- 
tor, dem OberfQhren in einen Expressionsvektor, dem Einsetzen in 
E. coli sowie dem Exprimieren des hIL-4-Mutantenproteins und ih- 
rer fakultativen Isolierung vertraut (McCarthy et al . ; Gene 
(1986) 41, 201-206; Kato et al . ; Biochem. Biophys. Res. Commun 

(1985) 130 , 692-699), wobei Modif ikationen (12) mSglich sind. 

GemaB einer speziellen Ausf Ohrungsf orm des erf i ndungsgemaeen 
Verfahrens baut man in die cDNA, die den DNA-Bereich umfaSt, der 
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den maturen Ber ich von hIL-4 kodiert, DNA fur in Initiator-Me- 
thionin ein, bevor man die gezielte 01 igonucleotidmutagenese 
durchfQhrt. 

GemaB einer weiteren speziellen Ausf Qhrungsf orm kann man den 
DNA-Bereich f der den mutierten maturen Bereich von hIL-4 ko- 
diert, aus der cDNA-Mutante als NcoI/BamHI-Fragment heraus- 
schneiden. 

Vorzugsweise verwendet man fQr die Expression einen temperatur- 
regulierten Express ionsvektor, beispielsweise pILA502 (ohne 
linksstandigen lambda-Promotor und Poly! inker) und/oder einen 
gangigen E. coli-Stamm als Host, beispielsweise JM103 (recA-). 
Fur pILA502 vergleiche man Schauder et al . (Gene (1987) 5£, 279- 
283). Weitere geeignete Express ionsverf ahren lassen sich von 
Pharmacia beziehen ( "Prokaryotic Gene Fusion Vektors" ). Der E. 
coli Stamm JM103 13Bt sich gleichfalls von Pharmacia beziehen. 

Gemas einer weiteren Ausf Qhrungsform betrifft die Erfindung eine 
hIL-4-Mutante des Wildtyps, bei der im Bereich der Position 124 
Tyr gegen Asp ausgetauscht ist. 

Nachstehend wird die Erfindung durch zwei Beispiele n§her erlSu- 
tert. 



Beispiel 1 

Es wurde cONA, die den maturen Bereich von hIL-4 und ein Initia- 
tor-Methionin kodierte, einer gezielten 01 igonucleotid-Mutage- 
nese gemaQ Kramer et al . unterworfen. Das synthetische Oligo- 
nucleotid umfaBte 6 Basen vor und nach dem auszutauschenden 
Nucleotid und war mit Hilfe einer DNA-Synthese-Maschine herge- 
stellt worden (Applied Biosystems, Mode 11 380). Die auszutau- 
schende Stelle war Position 124 im C-terminalen, wahrscheinl ich 
a-helicalen B reich (Positionen 110 bis 129). Dabei wurde Tyr 
gegen Gly ausgetauscht. Die rhaltene Mutation wurde durch DNA- 
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Sequenzanalyse inz IstrSngiger Bakteriophagen-DNA v rifizi rt. 
Die mutiert cDNA wurd als NcoI/BamHI-Fragment aus d r dopp 1- 
strangigen viral en DNA herausgeschnitten und mit einem tempera- 
turregulierten Expressionsvektor kombiniert, der pILA502 mit der 
Ausnahme entsprach, da0 der linksstandige lambda-Promotor und 
der Polyl inker fehlten. Als Host wurde ein recA- Deri vat des E. 
coli-Stammes JM103 verwendet. Die integrierte hIL-4-cDNA wurde 
sequenziert, urn die Mutation zu bestatigen. Danach wurde der 
Stamm fOr die Expression des Muteins eingesetzt. 

Nach Expression und Isolierung zeigte sich, daQ das Mute in 
(Y124G) mit unverfinderter Affinitat an den Rezeptor fQr hIL-4 
bindet. Die maximal induzierbare Proliferation von aktivierten 
peripheren T-Zellen betragt jedoch nur 10 - 20 % der durch hIL- 
4-Wildtyp induzierbaren Proliferation. Dies zeigt, daS Mutein 
Y124G die Eigensohaften eines parti ell en Agon is ten besitzt. 

891gpjg1 2 

Es wurde Beispiel 1 mit der Ausnahme wiederholt, daQ bei der 
Position 124 Asp statt Tyr exprimiert wurde. Das isolierte 
Mutein Y124D zeigt sogar bei einer 1 uM Konzentration keine 
Aktivitat gegen aktivierte periphere T-Zellen. Es hemmt jedoch 
die Aktivitat des hIL-4-Wildtyps mit einer Hemmkonstante von 
etwa 600 pM. Dies zeigt, daB Mutein Y124D die Eigensohaften 
eines Antagonisten hat. Mutein Y124D hat eine kleine Restaktivi- 
tat bei der Induktion von CD23 auf aktivierte B-Zellen. Die 
maximal erreichbare Induktion betragt jedoch nur ca. 5 % der 
durch hIL-4-Wildtyp erreichbaren Induktion. Die Aktivitat des 
hIL-4-Wildtyp wird in diesem System durch Mutein Y124D mit einer 
Hemmkonstante Ki von etwa 800 pM gehemmt. Mutein Y124D hat in 
dem B-Zell-System also die Eigensohaften eines sehr schwachen 
Agonisten. 
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Beispi 1 3 

Es wurde Beispiel 1 mit dor Ausnahme wiederholt, daQ bei der 
Position 121 Asp statt Arg exprimiert wurde. Das isolierte 
Mutein zeigte sine unveranderte Bindung an den hIL-4 Rezeptor. 
Die maximal induzierbare Proliferation von aktivierten periphe- 
ren T-Zellen betrug jedoch nur etwa 30 % der durch hIL-4-Wi ldtyp 
induzierbaren Proliferation. Dies zeigt, daS Mutein R 121 D die 
Eigenschaften eines partiellen Agonisten besitzt. 

Beisniel 4 

Es wurde Beispiel 1 mit der Ausnahme wiederholte, daQ bei der 
Position 125 Asp statt Ser exprimiert wurde. Das isolierte 
Mutein S 125 D band mit unveranderter Affinitat an den Rezeptor 
fUr hIL-4. Die maximal induzierbare Proliferation von aktivier- 
ten peripheren T-Zellen betragt jedoch nur etwa 35 % der durch 
hIL-4-Wi ldtyp induzierbaren Proliferation. 
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PATENTANSPROCHE 

1. Therapeutische Mittel, die Antagonisten Oder partielle Ago- 
nisten des hIL-4 sind Oder diese enthalten, dadurch gekennzeich- 
net, dae die Antagonisten Oder partiellen Agonisten hIL-4-Mutan- 
tenproteine sind. 

2. Therapeutische Mittel nach Anspruch i, dadurch gekennzeich- 
net, daB in den hIL-4-Mutantenproteinen an einer Oder mehreren 
der Positionen 120, 121, 122, 123, 124, 125, 126, 127 Oder 128 
die dort natQrl icherweise im Wildtyp auftretende(n) Amino- 
saure(n) gegen eine bzw. mehrere andere der moglichen naturli- 
chen Aminosauren ausgetauscht ist oder die Polypeptidkette ab- 
bricht. 

3. Therapeutische Mittel nach Anspruch 2, dadurch gekennzeich- 
net, dae in den hIL-4-Mutantenproteinen an Position 124 die dort 
natQrl icherweise auftretende Aminosaure Tyrosin gegen eine an- 
dere der mSglichen natCir lichen Aminosauren ausgetauscht ist. 

4. Therapeutische Mittel nach Anspruch 3, dadurch gekennzeich- 
net, daB an Position 124 Tyrosin gegen Asparaginsaure oder gegen 
GTycin ausgetauscht ist. 

5. hIL-4-Mutantenproteine, dadurch gekennzeichnet, daB an einer 
Oder mehreren der Positionen 120, 121, 122, 123, 125, 126, 127 
oder 128 und fakultatlv zusatzlich an Position 124 die dort 
natQrl icherweise auftretende(n) Aminosaure(n) gegen eine andere 
der mdglichen natQrl ichen Aminosauren ausgetauscht ist oder die 
Polypeptidkette abbricht. 

6. hIL-4-Mutantenproteine, dadurch g kannzeichnet, daQ an Po- 
sition 124 die dort naturl icherweise auftr tend Aminosaure Ty- 
rosin g g n ine and re der moglichen natQrl ich n Aminosauren, 
mit Ausnahme von Asparaginsaure, ausgetauscht ist. 
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7. hIL-4-Mutantenprotein nach Anspruch 6, dadurch gekennzeich- 
nat, daB Tyrosin gegen Glycin ausgatauscht 1st. 

8. verfahren 2um Herstellen von hIL-4-Mutantenprote1nen nach ei- 
nem der Ansprilche 5 bis 7, dadurch gekennzeichnet, daB man 

- cDNA, die einen DNA-Bereich umfaBt, der den maturen Bereich 
von hIL-4 kodiert, einer gezielten 01 igonucleotid-Mutagenese 
(site-directed-mutagenisis) derart unterwirft, daB an der oder 
den gewQnschten Position(en) eine ausgewahlte andere der mag- 
lichen nattlrlichen Aminosauren expn'miert w.ird, 

- den DNA-Bereich, der den mutierten maturen Bereich von hIL-4 
kodiert, in einen Expressionsvektor einsetzt, 

- den gebildeten Hybrid-Vektor in E. coli, Hefe oder einer ande- 
ren EucaryontenzeUe einfQhrt und 

- die hIL-4-Mutantenproteine exprimiert und gegebenenfalls iso- 

liert. 

9. Verfahren nach Anspruch 8, dadurch gekennzoichnet, daB man in 
die cDNA, die den DNA-Bereich umfaBt, der den maturen Bereich 
von hIL-4 kodiert, DNA fur ein Initiator-Methionin einbaut, be- 
vor man die gezielte 01 igonucleotid-Mutagenese durchfOhrt. 

10. Verfahren nach Anspruch 8 oder 9, dadurch gekennzelchnet, 
daB man den DNA-Bereich, der den mutierten maturen Bereich von 
hIL-4 kodiert, aus dem Vektor als NcoI/BamHI-Fragment heraus- 
schneidet. 

11. Verfahren nach einem der AnsprOche 8 bis 10, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB man einen temperatur-regulierten Ex- 
pressionsvektor, beispielsweise pILA 502 (ohne linksstandigen 
lambda-Promotor und Polylinker) und/oder den modif izierten E. 
coli Stamm JM103 (recA-) als Host verwendet. 



INTERNATIONAL SEARCH REPORT 



International application No. 
PCT/EP 92/02614 



A. CLASSIFICATION OF SUBJECT MATTER 

Int.Cl.5 C12H15/24; A61K37/02; C07K13/00; C12P21/02 

According to International Patent Classification (IPC) or to both national classification and IPC 

B. FTKT .OS SEARCHED 

Minimum documentation searched (classification system followed by classification symbols) 

Int.C1.5 C07K; C12N; A61K 

Documentation searched other than minimum documentation to the extent that such documents are included in the fields searched 



Electronic data base consulted during the international search (name of data base and. where practicable, search terms used) 



C DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 



Category* 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to claim No. 


X 


FEBS LETTERS 

Vol. 286, No! 1,2, July 1991, AMSTERDAM NL 
pages 58 - 60 

NIELS. KRUSE ET AL "Site-directed mutagenesis reveals the 

importance of disulfide bridges and aromatic residues 

for structure and proliferative activity of human 

Interleukin-4 U 

see the whole document 


5-5,8-11 


P,X 


EMBO JOURNAL. 

Vol. 11, No. 9, September 1992, EYNSHAM, OXFORD GB 
pages 3237 - 3244 

N. KRUSE ET AL "Conversion of human interleukin-4 

into a high affinity antagonist by a single amino acid 

replacement" 

see the whole document 

-/-- 


1-4,6-11 



| | Further documents are listed in the continuation of Box C. | | See patent family annex. 



Special categories of dted documents: 

document defining the general state of the art which is not considered 
to be of particular relevance 

earlier document but published on or after the i nternational Cling date 
document which may throw doubts on priority cUimfs) or which is 
cited to establish the publication date of another citatioo or other 
special reason (as specified) 

document referring to an oral disdosure, use, exhibition or other 



'IT 



**P** document published prior to (he international filing date but later than 
the priority date datmed 



T later document published after the international filing date or priority 
date and not in conflict with the application but dted to understand 
the prindpic or theory underlying the invention 

"X" document of particular relevance: the claimed invention cannot be 
considered novel or cannot be considered to involve an inventive 
step when the document is taken atone 

"Y" document of particular relevance: the daimed invention cannot be 
considered to involve an inventive step when the document is 
combined with oneor more other such documents, such combination 
being obvious to a person skilled in the art 

"&** document member of the same patent family 



Date of the actual completion of the international search 

03 February 1993 (03.02.93) 


Date of mailing of the international search report 

23 February 1993 (23.02.93) 


Name and mailidg address of the ISA/ 
EUROPEAN PATENT OFFICE 

Facsimile No. 


Authorized officer 
Telephone No. 



Form PCT/ISA/210 (second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONAL* SEARCH REPORT 



Internationa! application No. 

PCT/EP 92/02614 



C (Continuation). DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT 




Category* 


Citation of document, with indication, where appropriate, of the relevant passages 


Relevant to daim No. 


A 


EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY 
Vol. 180, 1989. BERLIN 

pages 295 - 300 . , . _ 
U WEI GEL ET AL "Mutant proteins of human lnterleukin Z. 
Renaturation yield, proliferative activity and receptor 
binding" 

cited in the application 

see page 296, left-hand column 


8-11 


P,X 


BIOLOGICAL CHEMISTRY HOPPE-SEYLER 
Vol. 373, No. 9, September 1992, 
pages 789 - 790 

N. KRUSE ET AL "Mutational analysis of human 
Interleukin-4 : Identification of crucial amino acids 
for receptor binding and generation of a high affinity 
antagonist" 
see abstract 


5-11 



Form PCT/ISA/210 (continuation of second sheet) (July 1992) 



INTERNATIONALE!* RECHERCHENBERICHT 

Intern iff rati le? Aktc&xeicbeQ 



PCT/EP 92/02614 



I. KLASSIF1KATION DES ANMELDUNGSGEGEN5TANDS (bd Bcarerea IQigtfUattoassyabolen riai ille aazogebea)* 


Ntcfa der InteroatiDBaien Paienttlisifikition (IPC) oder n*ch der nttiooAko Klrrtfihafloa un< der IPC 

Int.Kl. 5 C12N15/24; A61K37/02; C07K13/00; C12P21/02 


0, prniFMIIEHTE SACHGEBIETE 


Recbercbierter MiadestprttBtaff 7 


Hisifikationssytem 


KliTrfff lf,t * fW ' c y twt>ft ** 


Int.Kl. 


5 


C07K ; C12N ; 


A61K 






Recherchlerte nicbt sua Miadcstprttfstotf gehoreade Vertffeatlichungca, sowdt dlese 
uater die recherchiertea Sachgebiete alien 1 




HI. BNSCHLAGIGE VERDFPENTUCHUNGEN * 




Art." 


Keaazeicfaimag der Veroffeatiichnag" , sowdt erforderlich aater Aagabe der aifigebUcbea TeUe u 


Betr. Anspruch Nr. 13 


X 


FEBS LETTERS. 

Bd. 286, Nr. 1,2, Juli 1991, AMSTERDAM NL 
Seiten 58 - 60 

NIELS KRUSE ET AL 'Site-directed 
mutagenesis reveals the importance of 
disulfide bridges and aromatic residues 
for structure and proliferative activity 
of human Interleukin-4 1 
siehe das ganze Dokument 


5-6,8-11 












° Besondere Kategoriea von angegebeneo Va UfTenUichungen 10 : 

d«MBl,i»weMiBBTOwiw«™B««»* ist und mit der Anaeidmig debt kaWdiert, sssdera nor ma 
*E" Uteres Dolnaeat, d&s Jedoch erst ua c4er liufcdea Interae- Versttadnis to der Erflnfong MaundeiiegeBden Priaxips 

tlo&tlea Aaaetdedima vertffeatllcht warden 1st ^ der thr zagrumkUegendta Tbeerie lagegebea ist 
*L* VerMreadlcfagpg. die geeigMt fat, ttotn Priorttlinntprnch ^ VerttffeatiichiiBg voa beso&derer Bedentung; die bcinspntch- 

zwetfelaaft ersebdaen za lassen, oder darch die dts Vcrtf- te ErfindoDg kua nicbt ais nta oder a&f erfindertscber TItfe- 

featBcfaaTyditua tUwr ntetn In Rcd»tft«bcricte ^ betrachtd note 

mnntta VeGrrffltllchnag befcgt werdca soli oder die us daca „ „_m_^ . . . ... t L .. n H.mrti_ 

*C Verorreatfldmngr die slcb auf dae afladlicbe OffeabOTag, rubend betrexhtet werdea, weaa die VerWrentUchung ait 
erne Benatzans, dne AaxsteUaag oder andere Mafiaihaeo aeanrea andem VertfreattehaiigeB diesw tote- 
bexfeht prie ia VerMadiiag! geaaeat wird oad dlese Verbladimgf&r 

*P* VeroifeotliehQnfi. die vor dca InternatiDailen Anaddeda- data Ftxaauaa mvbeiiege&d ist 

*nm l mh*r wSlm hempwthtcn Prtorittttditam vcrtgeav Veroffentiichnag, die MltgUed derseibca Pttentftaflie ist 
ilcht wwdea ist 


IV. BESCHE3N1GUNG 


' Dslaa des Absehlusses der interaittonaleo Recherche 






03.FEBRUAR 1993 






htfermtftmile Rechercbatbehfirde 

EUROPAISCHES PATENTAMT 


LE CORNEC N.D.R. 



Fcattdt PCT/ISA/2lO(BlMt 2) (tear l«S) 



PCT/EP 92/02614 

iBtmatfomla Akunzticfeai 



IIL EINSCHUICIGE VEROFFKNTUCHUNGEN (Fortateffig wq Blitt J) 




Ait° 








EMBO JOURNAL. 

Bd. 11, Mr. 9, September 1992, EYNSHAM, 
OXFORD GB 

Seiten 3237 - 3244 

N. KRUSE ET AL 'Conversion of human 

interleukin-4 into a high affinity 

antagonist by a single amino acid 

replacement* 

siehe das ganze Dokument 


1-4,6-11 


A 


EUROPEAN JOURNAL OF BIOCHEMISTRY 
Bd. 180, 1989, BERLIN 
Seiten 295 - 300 

U. WEIGEL ET AL 'Mutant proteins of human 
interleukin 2 . Renaturation 
yield.proliferative activity and receptor 
binding 1 

in der Anmeldung erwahnt 
siehe Seite 296, linke Spalte 


8-11 


P,X 


BIOLOGICAL CHEMISTRY HOPPE-SEYLER 
Bd. 373, Nr. 9, September 1992, 
Seiten 789 - 790 

N. KRUSE ET AL 'Mutational analysis of 

human Interleukin-4 : Identification of 

crucial amino acids for receptor binding 

and generation of a high affinity 

antagonist' 

siehe Zusammenfassung 


5-11 



MUt PC7/ISA/2X0 (ZwdtaN tfm— 1MO 



